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RECHERCHE DES DOCUMENTS 
Cette recherche s'est effectuee de trois fagons : 
1) Monsieur le Professeur Juge m'a procur6 deux articles 
de base : "Comparaison des methodes spectrophoto-
metriques pour le calcul des pigments phytoplanctoniques" 
de MILLERIOUX et "The measurement of photosynthetic 
pigments in freshwaters and standardization of methods: 
conclusions and recommendations" de MARKER, NUSH, RAI 
et RIEMANN, articles r6f§renc§s sous les numSros 4 et 5. 
Bien que ces articles ne fassent mention que des mSthodes 
classiques de spectrophotometrie et de fluorimetrie a 
1'exclusion de toute technique chromatographique, le 
second m'a permis, par sa bibliographie fournie, de 
travailler sur les documents 8, 10, 11 et 17. 
2) Consultation des numeros de la revue mensuelle "Aquatic 
sciences and Fisheries Abstracts .1." correspondant aux 
annees 1979, 1980 et 1981. 
Chaque numero comporte environ deux a trois cents 
resumes d'articles suivis d'un index "Auteurs" et 
d'un index "Descripteurs". 
Apres de nombreuses recherches, il s'est avere que 
les termes selectionnant les documents correspondant 
au sujet sont : chlorophylls, phytoplancton et 
photosynthetic pigment. 
3) Interrogation de la Base PASCAL par le serveur 
TELESYSTEMES dont le logiciel est MISTRAL. 
Les interrogations portant sur le champ "Mots-Cles" des 
enregistrements des documents ont et6 conduites avec les 
mots-cles et les opSrateurs suivants : 
1ere interrogation : 
etape 1 : pigment et photosynthese 
etape 2 : etape 1 et phytoplancton 
2eme interrogation : 
etape 1 : chlorophylle et phytoplancton 
etape 2 : Stape 1 et mesure 
Ces interrogations m'ont permis de sSlectionner deux 
documents portant les numeros de r6ference 6 et 14. 
Ce peu de succes des interrogations de la base PASCAL 
s'explique par le caractere tres particulier du sujet. 
Le domaine des Sciences Aauatiques est peu important 
dans cette base du moins sous l'angle du dosage des 
pigments qui nous preoccupe. Cette base est par contre 
d'une exploitation tout-a-fait satisfaisante pour tout 
ce qui concerne le domaine aquatique en relation avec 
1'amenagement de ports ou la construction d'ouvrage 
d'art par exemple. 
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1 . INTRODUCTION 
Le phytoplancton se definit comme le plancton de nature 
vSgetale, c'est-d-dire le plancton capable de synthetiser 
sa propre substance a partir de 11eau, du gaz carbonique 
et de 11energie lumineuse. II est donc a 11origine de la 
production en matiere organique des mers et des eaux 
douces de meme d'ailleurs queles algues benthiques fixSes 
sur le fond ou tout autre support immergS. (1) (2) 
Cette importance fait que, depuis longtemps, des 6tudes 
ont cherche a 1'apprehender de fagon quantitative en 
particulier par la mesure des pigments, principalement 
de la chlorophylle. 
La methode trichromatique a connu un dEveloppement consi-
derable. Elle est basee sur le spectre d'absorption d'un 
extrait acEtonique du phytoplancton et sur les mesures 
de la densite correspondant aux longueurs d'onde d'absorp-
tion maximale des chlorophylles a, b et c soit 665, 645 
et 630 nm. (3) 
La methode a §te perfectionnee en utilisant non plus 
1'absorption de la lumiere par la chlorophylle mais sa 
fluorescence, c'est-S-dire sa capacite d'emettre de la 
lumiere. Avec le developpement de fluorimetres extre-
mement sensibles (par exemple le fluorimetre Turner 
modele 111), il est devenu possible d1utiliser cette 
methode pour doser la chlorophylle "in situ". Celle-ci 
est alors mesuree directement dans 1'eau, sans aucune 
extraction et 1'analyse en continu est possible. 
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Une cause d'erreur importante cependant, dans 1'utilisation 
de la chlorophylle pour Svaluer la biomasse de phytoplancton 
est l'existence de pheophytine, forme de degradation de la 
chlorophylle dont le spectre n'est que tres legerement decale 
et qui interfere donc avec la chlorophylle proprement dite 
dans les mesures, meme "in situ". 
L'acidification de la chlorophylle provoque sa transformation 
en pheophytine et c'est sur cette propriSte que s'appuient 
les methodes corrigSes trichromatiques ou de fluorescence 
oil deux mesures d'absorption ou de fluorescence sont 
effectuees avant et apres acidification. 
Cependant, dans la plupart des Schantillons, d'autres 
pigments sont prSsents, carotenoides et biliproteines, 
qui peuvent entacher d'erreurs les techniques a un stade 
plus ou moins prScoce. 
Une prScision plus importante est atteinte par sSparation 
prSliminaire des pigments initialement presents dans 
1'Schantillon par differentes mSthodes : sSparation de 
phases par chromatographie en couche mince et par CLHP 
(chromatographie liquide haute pression). 
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2. METHODOLOGIE GENERALE 
Le protocole de prgparation des Echantillons est constitu6 
d'etapes similaires quelle que soit la technique employie. 
2.1 Echantillonnage, stockage 
Le volume de 1'6chantillon depend de la concentration du 
phytoplancton dans le milieu. II sera en g6n6ral au moins 
egal a 1 litre et d'autant plus grand que la concentration 
en pigment est plus faible (4), (5). En particulier, le 
dosage spectrophotomdtrique d'6chantillons marins (contenant 
une faible concentration de chlorophylle par rapport a celle 
des organismes en suspension) necessite le filtrage de 
plusieurs litres d'eau pour obtenir une quantite de pigments 
mesurable et differencier les pigments de leurs produits de 
degradation (6). Si la concentration des pigments est tres 
faible, cette technique est a proscrire. 
D'une fagon generale, le volume de 1'echantillon dependra, 
outre de la concentration en pigment du milieu, de la 
sensibilite de la methode - (sensibilite determinee par 
traitement de pigments purs) -. 
Les auteurs s'accordent a recommander le traitement des 
echantillons transportes au froid et a 1'obscurite, dans . 
les delais les plus courts. II est cependant possible de 
garder les echantillons quelques heures au r6frigerateur. 
Par contre, la conservation des echantillons apres filtrage 
ne fait pas 1'unanimite des auteurs. Ainsi, certains 
pretendent qu'il est possible de conserver les filtres 
humides congeles (5) tandis que d'autres conservent les 
filtres plusieurs jours a 4°C et a 1'obscurite (6). 
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ABAYACHI et RILEY (7) conservent sans dommage les organismes 
filtres pendant une semaine a -20°C dans des tubes fermSs 
sous atmosphere dr azote, mais prScisent qufil n'est plus 
possible de differer 1'op6ration des que 1'extraction des 
pigments est commencee. De meme HOLM-HANSEN (8) a montr6 
qu'il n'y a aucune perte de pigment (chlorophylle a ou 
ph6ophytine a) ni variation du rapport chlorophylle a ph6onhytme a 
dans des 6chantillons marins ou d'eau douce lorsqu'ils 
sont conserves 2 a 3 semaines a -20°C avant leur extraction. 
D'autres auteurs les conservent meme plusieurs mois dans de 
telles conditions (9). 
2.2 Choix des filtres 
Les limnologistes et les oc6anographes s'accordent mainte-
nant S preferer les filtres en fibres de verre type GF/C 
Whatman (4), (5), (8) ou Gelman type A (9) par exemple, 
aux fibres d membrane. 
Leur reserve anterieure semble avoir ete due a la non-
indication de la taille des pores sur ces filtres. Cette 
dimension a ete determinee electroniquement, grace a un 
compteur de particules, et est de 0,7 yum donc superieure 
a celle des pores des filtres § membrane (0,2 § 0,5 yam) . 
Mais des mesures comparatives n'ont pas permis de montrer 
une perte de chlorophylle a partir d'echantillons filtres 
a travers des filtres a fibres de verre. 
Par contre, ces filtres presentent de nombreux avantages 
sur les filtres a membrane : 
a) ils filtrent plus vite et se colmatent moins rapidement, 
b) les extraits a 1'acetone ou au methanol ne presentent 
aucune turbidite apres centrifugation, 
c) ils aident par leur nature meme a la rupture des cel-
lules par broyage des filtres, 
d) ce choix facilite la standardisation des methodes de 
dosage des variables chimiques. 
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L'emploi de carbonate de magnesium (MgCO^) pendant la 
filtration est controverse. MILLERIOUX (4) ajoute une 
quantite constante de MgCO^ en vue d'eviter la degra-
dation des pigments chlorophylliens en pheopigments 
pendant la preparation des echantillons (erreur pouvant 
atteindre 20 % (10)). D'autres auteurs n'ont pas 
constat6 de difference significative dans le dosage de 
la chlorophylle a ou de la pheophytine a avec ou sans 
MgCO^ dans des Schantillons marins (seulement 8% de 
pigments en plus). De plus, ils pensent que 1'addition 
de MgC03 provoquerait la formation d'agregats algues-
MgC03, que ce soit en milieu marin ou d'eau douce, qui 
retiendraient la chlorophylle lors de 1'extraction et 
seraient responsables d'une sous-estimation de la 
quantite de chlorophylle. La formation de ces agregats 
serait specifique de certaines especes d'algues et cette 
sous-estimation de la chlorophylle a n'apparaitrait que 
dans des echantillons concernant ces algues particulieres (8). 
2.3 Choix du solvant d'extraction 
L'acetone a 90°a a longtemps ete le solvant le plus employe 
car la chloro. a * est plus stable dans l'acetone que dans 
le mSthanol (4), (6). 
Cependant, les auteurs se sont beaucoup attaches a perfec-
tionner cette phase d'extraction car il est bien evident 
qu'elle est l'etape prealable obligatoire a tout dosage 
precis. Et il semble que l'unanimite se fasse sur la plus 
grande efficacite des alcools (5), (8), (10). 
L'ethanol doit encore etre teste mais semble etre destine 
a etre largement adopte (5). 
* Etant donne la frequence d'apparition dans le texte, nous 
utiliserons chloro. pour chlorophylle. 
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Le m6thanol est tres utilise : 
a) le temps d'extraction est plus court, 
b) 11extraction est plus efficace, 
- ceci verifie dans differents milieux : eaux douces lacustres 
en milieu euphotique domine par des diatomees et des algues 
bleu-vert (11), phytoplancton marin cotier riche en diatomees 
mais depourvu d'algues vertes et bleu-vert (8), phytoplancton 
riche en algues bleu-vert (8) -
c) de plus, le methanol permet une separation ult6rieure plus 
efficace des chloro a et pheophytine a que 1'acetone ce qui 
est essentiel sur des echantillons tres riches en ph6opigments 
(comme le periphyton des rivieres, dont plus de la moitiS des 
pigments sont des produits de degradation). 
Dans certaines techniques, 1'extraction par le m6thanol est 
am61iore en amenant le melange extrait-methanol a la tempe-
rature d'ebullition du methanol pendant un temps tres court 
30 secondes (10), 2 minutes (11). 
D'autres solvants sont employes dans les techniques citees 
en reference mais ils interviennent a un stade plus tardif 
pour la separation physique des pigments avant tout 
dosage. 
Tels sont : 
1'hexane (12), (13) 
1'ether sulfurique (14), 
le dimethyl sulfoxide (14), 
1' acetonitrite (15). 
3. METHODES SPECTROPHOTOMETRIQUES 
MARKER et coll. (5) insistent sur 11absolue n6cessit§ 
d'ajuster frequemment le spectrophotomdtre au moyen de la 
ligne de l'hydrogene a 656,3 nm, en particulier dans le 
cas de mesures prolongSes. 
Les coefficients d'absorption spScifique des pigments 
dans un solvant donne demeurent controverses, et ceux 
retenus dans 1'article de synthdse le plus recent sont, 
pour la chloro. a a 665 nm : 
. 89 dans l'acetone a 99% 
. 87 dans l'ethanol a 90$ 
. 77 dans le m6thanol absolu. 
Les equations trichromatiques de Parsons et Strickland 
permettent la determination de la chloro. a corrigSe de 
1'interference des chloro. b et c ainsi que le calcul des 
chloro. b et c respectivement (4). 
Or, dans la plupart des cas, la teneur en chloro. b est 
de l'ordre de 10 3 20 % de celle de la chloro. a et 
entraine une surestimation de 4 a 91 de la chloro. a 
apres extraction dans le mEthanol (5), ce qui est un 
maximum car, si on emploie comme solvant d'extraction 
l'acetone ou l'ethanol, les pics correspondant a 
l'absorption maximum de la chloro. b sont plus eloignes 
de ceux de la chloro. a - donc leur influence est moindre 
Pour lemoment, il ressort des differents travaux que la 
presence de la chloro. b dans une proportion de 10 a 20 % 
peut etre consideree comme nSgligeable pour le calcul de 
la concentration en chloro. a (sauf pour les populations 
largement dominees par les algues vertes riches en 
chloro. b et oCi il sera indispensable de separer les 
pigments avant toute mesure). 
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De la meme fagon sera nSgligee la teneur en chloro.c (sauf 
pour des populations riches en diatomees). En effet, pour 
une teneur en chloro. c Sgale a celle en chloro. a, ce qui 
semble etre une condition maximale, la concentration en 
chloro. a mesur6e est surestimee de 10 % (5). 
3.1 Procddure d'acidification 
Les Squations traditionnelles de Parsons et Strickland (4) 
ou de SCOR-UNESCO (4) ne permettent pas de distinguer les 
chlorophylles physiologiquement actives de certains de 
leurs produits de dSgradation. Aussi conduisent-elles d 
une surestimation de la chlorophylle d'autant plus 
importante que ces produits sont en plus grande quantite. 
II est essentiel, dans l'optique d'une evaluation de la 
biomasse a partir des concentrations en chlorophylle, de 
corriger l'influence de la presence de ces produits. 
Ces formes degradees ne presentent pas de reduction 
d'absorption contrairement a la chlorophylle active et 
cette simple propriete permet de doser la chlorophylle 
active dans des echantillons contenant des produits de 
degradation. Aussi procede-t-on de fagon classique a 
1'acidification des extraits. 
Ainsi, selon RIEMANN (12), par comparaison des spectres 
d'absorption des extraits dans du mSthanol & 1001 de 
pigments de populations naturelles de diatom§es avant et 
apres acidification par HCl 3.10~3m, ie pic ia chloro. 
a a 665 nm decroit et se deplace a 662 nm (655 nm d'apres 
HOLM-HANSEN (8)). 
Ceci est le resultat de la degradation immediate de la 
chloro. a en pheophytine a. De meme, le pic initialement 
a 440 nm migre a 410 nm. 
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II est a remarquer que les changements de spectres varient 
pour une meme concentration d1acide en fonction du solvant 
utilise : acetone, methanol ou ethanol. Ainsi, le meme 
echantillon traite par 11acetone S 90% montre bien une 
r6duction d'absorption a 665 nm mais pas de diplacement 
du pic d'absorption maximale. 
D'autre part, toujours dans le but d'evaluer la biomasse 
phytoplanctonique & partir de la concentration en chloro. 
a, il faut s'assurer par chromatographie de la presence 
ou de 1'absence de carot6noides. En effet, s'ils n'inter-
ferent pas dans les analyses spectrophotomdtriques au 
dessus de 600 nm, RIEMANN (15) a montre que les produits 
de degradation des carot6noides epoxydiques par 1'acide 
absorbent 1a lumiere a 665 et 675 nm donc influent sur 
le dosage des chlorophylles. 
Pour que 1'efficacite de 1'acidification dans les dosages 
spectro- ou fluorimetriques soit parfaite, il faudrait 
(compte-tenu du fait quT aucun changement n'intervient par 
acidification des solvants purs (13)) que quatre hypotheses 
soient verifiees : 
1° Le traitement de 1'extrait chlorophyllien dans 
1'acetone ou le m6thanol par des acides dilues 
doit entrainer une rapide degradation des chloro-
phylles en pheophytines. Ceci est verifie. 
2° Aucun changement ulterieur ne doit intervenir 
dans 1'extrait y compris aucune degradation 
ulterieure des pheophytines, ce qui n'est vrai 
que lorsque la molarite de 1'acide dans 1'extrait 
acidifie n'est pas superieure a 3.10~3m. A des 
concentrations superieures, on observe une aug-
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mentation de 1'absorption a 750 nm qui provient de la 
rapide degradation par 1'acide de la fucoxanthine, de 
la diadinoxanthine ou autres carotenoides epoxydiques 
en groupements absorbant dans le rouge (600-700 nm). 
Or, ces carotenoides sont quantitativement importants 
dans les milieux riches en diatomees. Pour evaluer 
l'ampleur des erreurs de dosage qui seraient dues § la 
negligence de telles causes, RIEMANN (15) a realise 
des m§langes artificiels avec de la fucoxanthine pure 
presente selon des taux de 851 S 40$ par rapport a la 
chloro. a pure (ce qui se rencontre couramment dans 
la nature). Quand ils sont traites par HCl & des con-
centrations superieures a 10— , l'erreur dans le 
dosage de la concentration en chloro. a varie de 10 
d 369$ selon la force de l'acide (erreurs plus 
moderees dans l'ac§tone que dans le methanol). 
D'autre part, a des concentrations en HCl superieures 
a 3.10~^M se produit une degradation des pheophytines 
en pheophorbides. 
3° Les pheophytines doivent etre les seuls produits de 
degradation presents dans 1'echantillon. Ceci n'est 
certainement jamais verifie. 
En effet, beaucoup de chercheurs notent la presence 
de chlorophyllides dans les echantillons marins, de 
pheophorbides dans les echantillons marins ou d'eau 
douce. Or, on sait en particulier que le coefficient 
d'absorption des pheophorbides a est voisin de celui 
des pheophytines a dans l'acetone a 90 %. 
4° Aucune autre chlorophylle, pheopigment ou carotenoide 
ne doit interferer lors du dosage de la chloro. a et 
de la pheophytine a. C'est a ce propos qu'interviennent 
les plus severes objections, en particulier la degra-
dation de la chloro. b en pheophytine b. Pour minimiser 
la degradation d'autres pigments que la chloro. a, 
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et outre la concentration de 1'acide quijdoit toujours 
§tre inferieure ou 6gale a 3.10~^M, il faut limiter 
1'action de 1'acide dans le temps. 
En effet, la dEgradation de la chloro. b en pheophytine b 
est 5,5 a 9 fois plus lente pour d'autres auteurs (19). 
On peut ainsi observer les changements de spectre apres 
acidification, 1 minute apres addition d* acide sans 
neutraliser le milieu (15). 
On peut, par contre, stopper 1'acidification en 
neutralisant le milieu soit par la dimSthylaniline (5) 
soit 3 minutes apres 1'acidification par du carbonate 
de magnesium. 
3.2 MEthodes de calcul 
L'equation de Lorenzen (1967) pour le calcul de la chloro. a 
par spectrophotomdtrie est la suivante : 
C = (D.0.665g-D.0. 665a).(R/R1).k.—— V • 1 
o 6 
C = concentration de la chloro. a en mg.m"^ 
D.0.665g = absorption de 1'extrait a 665 nm avant acidi-
fication diminuee de la densite optique (D.O.) 
a 750 nm * 
D.0.665^ = absorption de l'extrait a 665 nm aprds acidi-
fication diminuee de la D.O. a 750 nm * 
R = D-0-665B mesure quand les extraits ne contiennent 
D.0.665A pas pheopigments ( = 1,7 ) 
* La densite optique mesuree d 750 nm est celle de la 
turbidite de l'extrait 
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k = 1.103 X 1 
89 
v 
V = volume d'eau filtree en litres 
= volume du solvant empioye pour extraire 
1 
11echantillon en ml 
= trajet optique en cm 
Pour le calcul de la pheophytine a, 1'equation est la 
suivante : 
P = (D.O.665A - D.O. 665B).R/R-1.k. V_ 
V.l 
TETT, KELLY et HORNBERGER proposent d'autres equations (8) 
P = concentration en pheophytine a en mg.ml-1 
0 = D.O. a 666 nm avant acidification corrig§e de la 
D.O. a 750 nm 
A = D.O. d 666 nm aprBs acidification corrigee de la 
D.O. a 750 nm 
G = 1/(Ec-Ep) 
H = Ec/Ep 
Ec = coefficient d'extinction specifique de la chloro. a 
§ 666 nm 
Ep = coefficient d'extinction specifique de la pheo-
phytine a a 666 nm 
Si une mol6cule de chloro. a est dSgradSe en une molScule 
de pheophytine a, H (dit taux d'acification) aura sa 
valeur maximale et les solutions contenant ces 2 pigments 
auront H compris entre 1 et H. 
C = G (0 - A) 
P = 5 (HA - 0) 
( 1 )  
(2) 
ou 
C = concentration en chloro. a en mg.ml-^ 
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Cette Squation a ete corrigee ulterieurement par ses auteurs 
(17) car ils ont remarque que le coefficient d'extinction 
spScifique de la phSophytine a dans le mEthanol a 666 nm 
soit Ep variait en fonction du pH. 
Les nouvelles Squations proposees sont les suivantes : 
C  = G ( ( 0 - A )  -  P J )  ( 3 )  
P = G (HA - 0) / (1 - GJ) (4) 
oil 
G = 20 jxg cm~^ ml-^ 
H = 3,8 
J Stant la diffSrence entre les valeurs du coefficient 
d'extinction de la ph6ophytine § 666 nm dans le methanol 
neutre et acidifie. (Cette valeur est trBs variable selon 
la longueur d'onde, la teneur de 1'extrait en eau et le 
pH final). 
Dans le cas d'une forte concentration relative des pheo-
phytines dans le milieu, les auteurs recommandent de ne 
faire les mesures apres acidification qu'apres avoir 
neutralise le milieu et emploient alors les Squations 
(1) et (2) avec 
G =33 jig ml-^ cm~^ et 
H =1,8. 
Pour tenir compte de la presence d'autres produits de 
degradation, ils les assimilent a un seul pigment present 
dans l'extrait a une concentration B et dont le coefficient 
d'extinction serait Eb (independant du pH). 
Ils utilisent alors les Squations suivantes, les mesures 
des densites optiques post-acidification Stant r6alisees 
apres neutralisation : 
C = G (0 - A) donc independante de P 
P = G ((AH - 0) + BEb (1 - H)) 
1 - (GJ) 
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4. METHODES FLUORIMETRIQUES 
4.1 M6thodes fluorimetriques aprds extraction des pigments 
Ces techniques ne pourront etre employees que sur des 
extraits d6pourvus de chloro. b car, apres acidification, 
la bande d'emission de fluorescence de la phSophytine b 
recouvre celle de la ph6ophytine a. Dans les eaux 
lacustres oii il y a de grandes quantites d' algues vertes 
riches en chloro. b, on ne pourra donc pas employer ces 
techniques. Pour les Schantillons marins, il est bon de 
s'assurer prealablement a toute mesure de 1'absence de 
cette chloro. b car, bien que ceci ait 6t6 longtemps 
admis comme certain, des auteurs ont trouvS dans les 
eaux du Pacifique Nord de grandes concentrations d'algues 
vertes. 
Dans de telles conditions, on emploiera soit les techniques 
spectrophotometriques soit la fluorimetrie mais apres 
separation des pigments par chromatographie. 
De meme, le rapport chloro. c/chloro. a influe sur le 
dosage de la chloro. a par ces methodes. 
Enfin, on ne doit pas les utiliser pour des quantites de 
chloro. a sup6rieures a 0,75 mg 1"^ au dessus de laquelle 
il n'y a pas de relation lineaire entre la fluorescence 
des extraits et la concentration en chloro. a (5). 
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4.2 Methodes fluorimetriques "in vivo" (I.V.F.) 
Quels sont les avantages de ces methodes ? 
Elles permettent un controle continu des milieux et elles 
sont plus rapides que les techniques d'extraction. Les 
principaux groupes d'algues ont des spectres d'emission 
de fluorescence pour la chloro. a nettement differents : 
les bandes correspondant aux longueurs d'onde d'excitation 
ou d'§mission sont tres separ6es pour chaque groupe ce qui 
minimise les effets dus au recouvrement (frequent en 
spectrophotomdtrie) (18). Enfin, la prEsence de produits 
de d6gradation de la chlorophylle : pheophorbide et/ou 
chlorophyllide (19) ne pose pas de probleme puisqu'ils 
ne sont que tres faiblement fluorescents in vivd. Ceci 
est tr§s important car, apr§s extraction, les pigments 
degrades sont hautement fluorescents et sources d'erreurs. 
Mais cette m6thode ne va pas sans pr6senter elle-meme des 
probldmes. 
Ainsi, si R est le rapport entre l'intensite de la fluo-
rescence et la teneur en chloro. a, il faudrait que ce 
rapport soit constant pour que les mesures soient signi-
ficatives. Or des variations de l'ordre de 1 S 10 sont 
observ6es dans les populations naturelles de phytoplanc-
ton (10). 
Ces variations sont attribuEes § 1'influence de l'inten-
site du rayonnement, des diffSrences de comportement des 
groupes d'algues pour une meme intensite lumineuse et, £i 
1'interieur d'une meme espece, dii stade physiologique 
en gSneral', nutritif en particulier. 
II ressort de tout ceci que l'on ne doit employer ces 
techniques de fluorescence "in vivo" qu'avec pr6caution 
(notamment il est recommande de faire des etalonnages 
fr6quents sur chaque iiiilieu par comparaison avec des 
mesures traditionnelles). 
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Neanmoins, cette methode donne de bons resultats (avec 
cependant une derogation pour les populations tres riches 
en algues bleu-vert, ce qui est plus frequent dans les 
eaux douces que dans les milieux marins). 
On a, en particulier, Studie la difference de spectres 
d'excitation de la fluorescence de la chloro. a pour 3 
groupes d'algues : 
1) chez les algues vertes, les longueurs d'onde de 530 nm 
son inefficaces contrairement a celles de 450 nm. 
L'emission de la fluorescence se fait a 3 = 680 nm. 
(Ces algues vertes sont dSpourvues de tout complexe 
proteine-carotSnoide). 
2) Les diatomees et les dinoflagell6s ont des pics d'ex-
citation d 450 et 530 nm et d'emission a 680 nm 
(presence dans ces algues de carotenoides (flupxanthine)). 
3) Les algues bleu-vert et les Cryptomonades ont des 
longueurs d'onde d'excitation de la fluorescence de 
450 nm et 490 nm (et de 560-570 nm pour l'Smission 
(ces algues possBdent des biliprotSines)). 
A partir de ces donnees (concernant les pigments accessoires 
presents dans les differents groupes d'algues), on peut 
aboutir § une estimation des populations relatives dans les 
differents milieux. 
Pour des mesures quantitatives, et ainsi- qu'il a ete notS 
plus haut, le probleme majeur pour relier la fluorescence 
de la chlorophylle "in vivo" a la biomasse chlorophyllienne 
est que la quantite de lumiere emise par fluorescence par 
unite de chlorophylle varie beaucoup en fonction de 
l'intensit6 de la lumiere et des contraintes nutritives. 
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Ainsi, certains auteurs preferent-ils utiliser les donnees 
fluorimetriques du rapport 530/450 nm pour comparer les 
surfaces de productivite des eaux (ou la pollution) (18). 
D'autres auteurs pensent que, employees avec pr6caution et 
en connaissant les organismes presents et les comportements 
caracteristiques de leurs spectres de fluorescence, les 
mesures "in situ" permettent aussi un meilleur echantil-
lonnage des populations phytoplanctoniques. 
Toutes les reserves faites sur les methodes spectro- et 
fluorimdtriques/justifient la separation des pigments 
prealablement 3 toute mesure. 
Seront abordees successivement les techniques de separation 
liquide/liquide, de chromatographie en couche mince et de 
chromatographie liquide haute pression (C.L.H.P.) 
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5. METHODES CHROMATOGRAPHIQUES 
5.1 Chromatographie de partage 
WHITNEY et DARLEY (12) ajoutent de 1'hexane a 1'extrait p 
mentaire acStonique. Ils obtiennent ainsi deux phases : 
1'epiphase avec les carotenes, les chlorophylles a et b 
et les pheophytines a et b dans 1'hexane et 1'hypophase 
ac6tonique avec la chlorophylle c, certains carotenoides 
et les chlorophyllides a et b ainsi que les pheophosbides 
a et b. 
Ensuite,a partir de la couche hyperphasique, la chloro. a 
est dosee en pr§sence de la pheophytine a par la mSthode 
classique d'acidification tr§s lSgdrement modifiee. 
L1absorption de chacune des 2 phases est mesuree a 750 nm 
puis a 664 nm pour 1'extrait acetonique et 663 nm pour 
1'extrait dans 1'hexane. 
Les equations utilisies sont celles de Lorenzen et, pour 
1'extrait dans 1'hexane, elles sont les suivantes : (12) 
c ^ K. A(6630 - 663 a) .V 
chloro. a en mg.1-1 L 
P T pheo.a en mg.l™' = K. A (R663a - 663n).V 
L 
K = 1,82 
A = coefficient d'absorption de la chloro. a dans la 
couche d'hexane = 11,05 
R = D.O. a 663 nm avant acidification 
D.O. zl 663 nm aprds acidification 
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663o = D.0. corrigee avant acidification (-DO 750 nm) 
663a = B.0. corrigee apres acidification (-D0 750 nm) 
L = trajet optique 
V = facteur de correction pour la difference de volume 
entre la couche de 1'hexane et la couche acetonique = 1,6 
Le transfert de la chlorophylle a dans la couche de 1'hexane 
est independant de sa concentration (du moins, pour les 
concentrations Studiees dans le travail cite qui sont 
superieures a 3,7 mg.l-^ d'acetone) et il peut 8tre 
considere comme complet (100,3± 0,8$ determine par 
1'etude de 11hypophase). 
Le rapport R de 1'absorption avant/apres acidification 
varie significativement pour de faibles variations de 
longueur d'onde dans les deux solvants, mais plus 
specialement dans 1'hexane. Aussi, les auteurs recommandent-
ils de calibrer le spectrophotometre avant toute mesure ou 
mieux de determiner le rapport R pour chaque instrument en 
employant des solvants d'expdrimentation et de la chloro. a 
purifi§e par chromatographie sur colonne ou en couche mince. 
Les auteurs pensent que cette methode est appel6e & etre 
trBs employee spScialement pour mesurer la chloro. a 
presente dans les eaux oil les produits de dSgradation 
de la chlorophylle sont tres abondants. Sa precision a 
6t6 evalu6e (3. partir de chloro. a purifi6e) § 98,5 %. 
Sa relative lenteur par rapport aux m6thodes trichroma-
tiques (suppl6ment de 5 mn par 6chantillon) est largement 
compens6e par sa plus grande precision. 
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D'autre part, puisque les methodes traditionnelles mesurent 
la chloro. A avec la chlorophyllide a et la pheophytine a 
avec la ph6ophorbide a, il devrait etre possible, mais cela 
reste S confirmer avec des pigments purs et des coefficients 
d'absorption connus), de connaitre les concentrations en 
chlorophyllide a et pheophorbide a par simple soustraction 
des valeurs obtenues par cette methode de celles obtenues 
par m6thodes classiques. 
Une autre Squipe de chercheurs (13) emploie cette technique 
de s6paration liquide/liquide mais le partage est realise 
par extraction des pigments par deux solvants diff6rents : 
l'ac6tone et 1'hexane. 
Pour tester l'efficacit6 de leur m6thode, les auteurs 
utilisent de la chloro. a (99 % pure) et b, des carotdnes 
a et b, des xanthophylles, des ph6ophytines (prepar6s par 
acidification de chloro. pure) et des melanges de pigments 
en particulier des 6chantillons dont les pigments sont 
extraits par de 1'acetone § 90 L 
Extrait pigmentaire 
Acidification 
Extraction par hexane 
Ac6tonitrile 
carotenolde hypo-
phasique ODP 
Partage hexane/Ac6tonitrile aqueux 
Hexane 
pheophytine, carote-
nolde epiphasique 
AcStonitrile aqueux 
chlorophylle r carotenolde 
hypophasique, CDP 
CDP = produit de 
degradation de la 
chlorophylle 
Quantification 
spectrophotomStrique 
En outre, la comparaison des concentrations de differents 
pigments contenus dans des echantillons de phytoplancton 
obtenus par cette methode et par la technique d'acidifi-
cation confirme tout-a-fait les critiques faites a cette 
derniere : 
1° Quand les produits de degradation de la chloro. sont 
presents en proportidn importante, ils conduisent a 
surestimer la teneur en pheophytine a de 11echantillon. 
2° Certains d'entre eux comme les chlorophyllides prSsentent 
une reduction d'absorption aprds acidification et un 
spectre semblable a celui de leurs chlorophylles 
respectives. 
3° En outre, un certain nombre de carotenoides comme 
1'anthraxanthine, la diadinoxanthine, la violanxanthine 
et la fucoxanthine presentent. apres acidification des 
changements de leurs spectres et de leurs coefficients 
d'aibsorption dans le rouge. 
Ainsi il est Svident qu'il y a de gros avantages a separer 
les chlorophylles actives des pheophytines et des autres 
produits de degradation des chlorophylles, ainsi que des 
carotenoides, avant toute analyse spectrophotometrique. 
La finalit§ de cette m§thode pour sSparer les chlorophylles 
des phEophytines et pour les dSbarrasser des pigments qui 
interferent dans leur dosage justifie le temps supplSmen-
taire nScessaire. 
Enfin, l'efficacit§ de cette methode de partage est de 
95 & 98% pour la chlorophylle a et de 93 § 96 % pour la 
pheophytine a. II faut cependant prSciser que la sepa-
ration chloro. b - phSophytine b est moins rigoureuse>(13). 
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5.2 Chromatographie en couche mince (C.C.M.) 
Dans leur technique, SHOAF et LIUM (14) associent une 
chromatographie en couche mince a une senaration prealable 
des pigments par des solvants specifiques. 
Apres filtrage, broyage du filtre dans du dimethyl sulfoxide, 
centrifugation, les auteurs ajoutent de 1'Sther sulfurique, 
puis, apres agitation, de 1'eau distillee, tout ceci dans 
des proportions bien determinSes. Apres centrifugation, ils 
ont dans le tube deux phases nettement separees dont la 
phase superieure contient toutes les chlorophylles. Ils la 
pipettent et la dSbarrassent de toute trace de dimethyl-
sulfoxide par lavage a 1'eau distillee. Cette couche d'ether 
sulfurique est pratiquement dessSchee puis amenSe a un 
volume determine par addition d'acStone et homogeneisee. 
Ensuite, ils disposent une mince raie de solution ou. des 
spots sur des feuilles pre-enduites de cellulose a 15 mm 
d'un bord et 6 mm de 1'autre. Ils placent ces plaques 
dans une cuve & chromatographie contenant 98% d'ether de 
petrole et 20Vde mEthanol § 1'obscurite. Apr§s dSvelop-
pement, les spots ou les raies de chlorophylle sont' 
r6cuper6es en grattant la cellulose au-dessus d'un tube 
a centrifugation contenant de 1'acStone a 90$. Apres mixage 
et centrifugation (pour recupSrer la cellulose), les con-
centrations des chlorophylles sont dSterminSes avec un 
spectrophotomBtre ou un fluorimetre. 
Testee ci partir de chlorophylles pures, cette methode 
permet de mesurer 98$ de la chloro. a et 96$ de la 
chloro. b initialement presentes. (On ne peut quantifier 
la chloro. c des solutions parce que les chlorophyllides 
a et b ne migrent pas mais restent avec les chloro. c et 
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pheophytine c d'une part et d* autre part parce qu'elle n'est 
que faiblement soluble dans 1'ether sulfurique ou l'ac6tone). 
II faut remarquer que cette mSthode est peu couteuse (ce qui 
est universellement appreci6 dans les laboratoires) et 
precise : elle permet des dosages fins, de 1'ordre du 
microgramme. 
5.3 Chromatographie liauide haute pression (C.L.H.P.) 
Ces techniques presentent de nombreux avantages : ce sont 
les plus rapides et les plus precises (dosage de concen-
trations de pigments de 1'ordre du microgramme (7) voire 
du picogramme (6)). 
JACOBSEN (6) separe ainsi les pheophytines a et b des 
chlorophylles a et b sur des colonnes en acier inoxydable 
qui sont remplies de silica-gel type H sous forte pression. 
Les Schantillons sont filtrSs sur filtres en fibres de' 
verre, les filtres sont broy6s dans 3 ml d'acetone & 
100$ § 0°C pendant 1 minute. 
L'6chantillon homogeneisS est transfer6 sous un volume 
de 9 ml dans un tube d centrifuger (3 ml de solution 
initiale + 2 fois 3 ml de produit de ringage a 11ac6tone), 
ferm6 sous atmosphere d'azote de fagon a 6viter 1'allo-
m6risation de la chloro. sous oxygBne. 
L'extraction de la chloro. dure 12 heures a 0°C et est 
suivie d'une centrifugation d 2000g pendant 5 minutes, 
puis 1'extrait acetonique est ajout6 sous lumiere faible dans 
des fioles contenant 100 ml de chlorure de sodium (NaCl) 
et 10 ml de ligroine S basse temp6rature. L'ensemble est 
agit6 et la ligroine est alors 6vaporee par balayage 
d'azote. Les fioles contenant les Schantillons secs 
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sont fermSes sous atmosphere d'azote et elles peuvent ainsi 
Btre gardees & -50°C pendant plusieurs mois sans formation 
de produits de degradation des pigments presents. 
Pour realiser cette technique C.L.H.P. sur ces echantillons, 
on injecte dans la fiole 0,5 ml de melange d'ac6tone-ligro!ne 
dans un rapport volumdtrique de 20%, puis 20 jil de la 
solution est inject§e dans la colonne a l'aide d'une 
seringue d'Hamilton. L'61uant est un melange ac6tone-
ligroine v/v 20$. Le debit est de 1 § 3 ml.min-1. Les 
6luants sont etudies par mesures fluorimetriques. 
L'etalonnage est realise a partir de solutions standard 
de pigments purs transferes dans de l'ether, 6vapor6s puis 
stockes sous azote £ -50°C. 
Les valeurs obtenues, pour un meme milieu, par les mSthodes 
spectrophotomdtriques et fluorimetriques comparees S celles 
obtenues ici sont toujours supSrieures pour les premieres 
et elles le sont souvent pour les secondes (cette suresti-
mation pouvant aller jusqu'§ 10 fois la concentration 
r6elle). 
Les limites de d6tection dans les conditions exp6rimentales 
d6crites (milieux de prelevement, caract6ristiques des 
appareils de mesure) sont donn6es par 1'auteur comme 
telles : 
( pigment limite de d6tection deviation standard ) 
( chloro. a 
> chloro. b 
( phSo. a 
^ pheo. b 
1,4 . 10-10 g 
3,7 . 10"9 g 
1,0 . 10"10 g 
2,7 . 10-10 g 
3.6 \ 10-12 ) 
2,9 . 1.0-9 ] 
1,4 .. 10~11 ) 
8.7 . 10~12 ^ 
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Cette methode est rapide, precise et peut etre employ6e pour 
des analyses de routine sur des bateaux ou des plate-formes 
marines. 
De meme, BESSIERE et MONTIEL (16) presentent une m6thode- de 
s6paration des chloro. a et b par C.L.H.P. Ils qualifient 
leur technique de selective, sensible et rapide (20 min) 
car le dosage est rendu automatique par 11emploi d'un pas-
seur d'echantillons et 1'enregistrement par un integrateur. 
Cette methode presente, de plus, 1'avantage d'admettre 
1'utilisation du mSthanol absolu qui est un solvant d'ex-
traction plus efficace que 1'acStone (voir p.8) . 
Pour cette technique, les auteurs prlconisent 1'emploi de 
colonne, spherisorb ODS Ci8 avec, comme eluant, un mSlange 
methanol-eau (97/3) et undSbit de 1 ml.mm-1. Les chlorophylles 
sont dosees a leur sortie par mesure de la fluorescence 
^>470 nm (a J exc = 42 7 nm). 
Une autre application de la technique C.L.H.P. est proposSe 
pour les eaux marines (et les cultures) (7). Elle se dis-
tingue essentiellement de la premiBre par une Stape d'6lution 
par 2 melanges de solvants pass6s successivement. La colonne 
construite avec un calibre de 0,45 nm est en acier inoxy-
dable et remplie de Partisil 10 sous une pression de 
350 kg.cm-2. La hauteur. de la couche de Partisil est de 
30 cm. L'echantillon sera introduit comme dans la premidre 
application de la technique (3) par une injection de 20 pl 
§ 1'aide d'une seringue Rheodyne. Les eluants seront passSs 
avec un dSbit de 2 ml.min~l. Le premier est un mSlange 
d'Sther de petrole (point d'gbullition 60.80°C), ac6tone, 
dim6thyl-sulfoxide et dim6thylamine dans des proportions 
volumetriques de 75/25, 25/1, 5/0,25. Le second 6luant 
est constitu6 d'6ther de petrole, ac6tone, methanol et 
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dimethyl-sulfoxide dans des proportions volumetriques de 
50/40/27/3. (Le passage du premier au second eluant cor-
respondra sur le chromatogramme a un trace non exploitable). 
Le second solvant est riecessaire car le premier n'est pas 
assez polaire pour eluer les pheophorbide et chlorophylle c. 
De fagon a identifier les differents pics des chromatogrammes, 
des extraits d'une sSrie d'algues sont traites selon la 
technique Etudiee. Les eluats g6n§rateurs de pics corres-
pondant a des temps de retention connus sont collectes et 
melanges jusqu'3 atteindre une quantitS de pigment compa-
tible avec la sensibilite de la m6thode. Les 6luats sont 
rapidement s6ch6s et, aprBs dissolution dans un solvant 
approprie, identifi6s par leur spectre d'absorption. Les 
chlorophylles et leurs produits de degradation sont carac-
t6rises par leur spectre dans l'6ther et dans un melange 
eau-acetone (1 volume d'eau pour 9 volumes d'acetone). 
Les carot6noides sont identifies en comparant leur longueur 
d'onde d'absorption maximale dans l'hexane, l'6thanol, le 
disulfure de carbone a celles prises pour reference dans 
l'article. Les identifications ont de plus 6te confirm6es 
par chromatographie en couche mince sur silica-gel. 
Les temps de r6tention des differents pigments sont 
strictement reproductibles. D'od la standardisation de 
la technique et la construction de courbes d'etalonnage 
pour chaque pigment (relation absorption-quantite de 
pigment). Pour cela, un extrait contenant le pigment 
d6sire est injecte dans la colonne et le pigment est 
collecte. Apres 6vaporation (§ une temperature proche 
de la temp6rature ambiante pour 6viter toute d6gradation), 
le pigment est immediatement dissous dans un volume connu 
du solvant approprie et sa coi>centration est determin6e 
par spectrophotometrie. Si on rSpdte cette procedure pour 
diff6rentes dilutions de l'extrait, on peut construire 
une courbe d'etalonnage pour chaque pigment, courbes qui 
sont pratiquement lineaires. 
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La sensibilite de la m§thode varie d'un pigment a 1'autre. Un 
pic de 5 mm de haut sera considere comirie significatif dans la 
mesure om 1'6chelle des ordonnees sera telle que 25 cm cor-
respondront & 0,2 unite d'absorption. Dans de telles conditions, 
la limite de detection de la methode varie de 5ng pour le 
yB-carotene a 80 ng pour la chlorophylle a. En fait, la sen-
sibilite pourrait etre 2 a 3 fois sup6rieure. Ceci est du a 
la longueur d' onde de 440 nm a laquelle sont faites les .. 
mesures d'absorption - ce qui ne correspond pas aux longueurs 
d'onde d'absorption maximale des pigments mais semble un 
compromis valable pour les chlorophylles et les carotenoides 
ensemble. 
En comparant les r6sultats obtenus par cette m6thode § ceux 
des methodes CCM ou polychromatiques, on constate : 
1) que les quantitEs de chloro. a detectees sont trBs 
voisines, 
2) que la chloro. b est sous-estim6e dans les methodes 
polychromatiques • 
3) que la chloro. c y est surestim6e (en particulier 
d6tect6e meme quand elle est absente comme dans le cas 
des algues bleu-vert). 
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CONCLUSION 
Les mSthodes spectrophotomdtriques et fluorimetriques 
de dosage des chlorophylles presentent des inconvenients 
majeurs que 1'on peut r6sumer ainsi : 
- 1'important chevauchement des bandes d'absorption des 
chlorophylles entraine une faible precision du dosage 
des chlorophylles b et c, 
- les resultats obtenus 5 partir des differentes 
equations proposges peuvent etre tres dissemblables, 
- les produits de d6gradation des chlorophylles ont des 
spectres d1absorption semblables 5 ceux des chlorophylles, 
. aussi interferent-ils sSrieusement dans leurs dosages, 
- la sensibilitS tres faible des mSthodes exige 11emploi 
d'echantillons de grands volumes. 
On peut maitriser ces inconv§nients en separant les pigments 
avant dosage 
- soit par chromatographie liquide ou de partage qui isole 
la chlorophylle a des autres pigments, surtout des pheo-
phytines, avec une efficaciti de 95 a 98$, 
- soit par chromatographie en couche mince qui permet des 
dosages de pigments de 1'ordre du microgramme mais qui, 
selon certains auteurs, a une approximation de ± 5$ avec 
uiie s§paration imparfaite de certaines xantophylles des 
autres pigments, 
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- soit par chromatographie liquide haute pression. Les limites 
de dStection pour les chlorophylles a et b et leurs pheo-
phytines sont de 1'ordre du picogramme voire du nanogramme. 
La prScision de la quantification des pics du chromato-
gramme est largement amelioree (jusquf a etre multipliSe 
par 10) si leurs aires sont calculees par un int6grateur. 
La prScision du calcul sera alors de 0,5 % et mieux, par 
opposition aux mesures des aires par triangulation (3-4$), 
par planimetrie (4$) ou pes6e (2$). 
Cette methode C.L.H.P. allie §. une grande precision la 
rapiditS nScessaire 5 des mesures systematiques. 
Cependant, peu de laboratoires d'algologie sont SquipSs 
du materiel coQteux n§cessaire S 1'emploi.de cette 
technique et les methodes classiques, malgrS leur imper-
fection et le peu de fiabilit6 de leurs equations de 
calcul, restent trds employees. 
References citees 
1. Ecologie du plancton marin. I. Le phytoplancton 
BOUGIS (P.).- Paris : Masson, 1974. 
2. Physiologie vegetale. Nutrition et Metabolisme. 
MAZLIAK (P.).- Paris : Herman, 1974. 
3. Abrege de Physiologie Vegetale. Tome I. Nutrition 
HELLER (R.).- Paris : Masson, 1977. 
4. Comparaison des methodes spectrophotometriques pour 
le calcul des pigments phytoplanctoniques 
MILLERIOUX (M.). 
Annales de la Station Biologique de Besse-en-Chandesse, 
(1974-1975), 9, 59-75. 
5. The measurement of photosynthetlc pigments in 
freshxvaters and standardization of methods: 
conclusions and recommendations. MARKER (A.F.H.), 
NUSH (E.A.), RAI (H.), RIEMANN.(B.). (Univ. 
Copenhagen, Freshwater Biological Laboratory, 
51 Helsingorsgade, DK - 3400 Hillerod). 
Arch. Hydrobiol. Beilh. (Ergehn. Limnol.), (1980), 
14, 91-106, bibl. (63 ref.). 
6. A quantitative method for the separation of chlorophylls 
a and b from phytoplankt.on pigments by high pressure 
liquid chromatography. JACOBSEN (T.R.). (Univ. Georgia, 
Depart. Zoology, Athens, Georgia 30602). 
Mar. Sci. Communic., (1978), 4, n° 1, 33-47, 
bibl. (26.ref.). 
7. The determination of phytoplankton pigments by high 
performance liquid chromatography. ABAYACHI (J.K.), 
RILEY (J.P.). (Univ. Liverpool, Depart. Oceanography, 
Liverpool L693BX, Gt Britain). 
Analytica Chimica Acta, (1979), 107, 1-11, 
bibl. (25 ref.) . 
8. Chlorophyll a determination: improvements in 
methodology. HOLM-HANSEN (0.), RIEMANN (B.). (Univ. 
California, Scripps Institution of Oceanography, 
Univ. Aarhus, Botanical Institute). 
Oikos, (1978), 30, 438-447, bibl. (41 ref.). 
9. High-speed video-densitometric determination of 
chlorophylls and carotenes separated by thin-layer 
chromatography. (CSORBA (I.) , BUZAS (Z .), POLYAK (B.), 
BOROSS (L.). (Univ. Attila Jozsef, Depart. Biochemistry, 
H-6701 Szeged 533 (Hungary)). 
J. Chromatography, (1979) , 1 72 , 287-293, bibl. (19 ref.) . 
10. Some observations on the use of the in vivo fluores-
cence technique to determine chlorophyll a in natural 
phytoplankton. HEANEY (S.I.). (Freshwater Biological 
Association, Windermere Laboratory, Cumbria, England). 
Freshwat. Biol., 8, 115-121, bibl. (23 ref.). 
11. A method for the spectrophotometric measurement of 
chlorophyll a and pheophytin a in benthic microalgae. 
TETT (P.) , KELLY (M.G.), HORNBERGER (G.M.). (Univ. 
Virginia, Depart. Environmental Sciences, 
Charlottesville 22903). 
Limnol. Oceanogr., 20, 887-896 , bibl. (20 re f.). 
12. A method for the determination of chlorophyll a in 
samples containing degradation products. WHITNEY (D.E.), 
DARLEY (W.M.). (Univ. Georgia, Marine Institute, 
Sapelo Island 3132 7). 
Limnol. Oceanogr., 24, n° 1, 183-186, bibl. (8 ref.). 
13. A solvant partitioning procedure for the separation 
of chlorophylls from their degradation products and 
carotenoid pigments. WUN (Ch.K.), RHO (J.) , WALKER 
(R.W.), LITSKY (W.). (Univ. Massachussets, Depart. 
Environmental Sciences, Amherst, Massachussetts 01003). 
Hydrobiol., 71 , 289-293, bibl . (17 ref.). 
14. The quantitative determination of chlorophylls A 
and B from freshwater algae without interference 
from degradation products. SHOAF (T.), LIUM (B.W.). 
J. Res. US. Geol. Surv., (1977), 5, n 2, 263-264, 
bibl. (8 ref.) . 
15. Carotenoid interference in the spectrophotometric 
determination of chlorophyll degradation products 
from natural populations of phytoplankton. 
RIEMANN (B.). (Univ. Aarhus, Botanical Institute, 
68, Nordlandsveg, DK- 8240 Risskov, Denmark). 
Limnol. Oceanogr., (1978), 23, 1059-1066, 
bibl. (27 ref.). 
-  3  -
16. M6thode rapide de dosage selectif des chlorophylles 
a et b. Utilisation de la separation par chromato-
graphie liquide haute pression. BESSIERE (J.), 
MONTIEL (A.). (Service de Contrdle des Eaux de la 
Ville de Paris). 
Water Research, (Articles en cours de parution). 
17. Estimation of chlorophyll a and pheophytin a in 
methanol. TETT (P.), KELLY (M.G.), HORNBERGER (G.M.). 
(Univ. Charlottesville 22903). 
Limnol. Oceanogr., (1977), 20, 579-580, bibl. (3 ref.). 
18. Fluorescence spectral signatures: the characterization 
of phytoplankton populations by the use of excitations 
and emission spectra. YENTSCH (C.S.), YENTSCH (C.M.). 
(Bigelow Laboratory for Ocean Sciences, West Boothbay 
Harbor, Maine 04575, U.S.A.). 
j. Mars. Res., (1979), 37, n° 3, 471-483, bibl. (22 ref.). 
